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@ Trigermaterial zur Verwendung fiir Immunbestimmungen.

@ Bei einem Tragermaterial fur die Immunbestimmung ist
ein Reaktionspartner der immunoiogischen Reaktion an das
Tragermaterial (iber heterobifunktionelle photoaktivierbare
Verbindungen, deren eine funktionelle Gruppe durch eine
Arylacidgruppe gebildet wird, kovalent gebunden.
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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Tr¥germaterial zur Verwendung
fiir die Immunbestimmung, bei dem ein Reaktionspartner
der immunologischen Reaktion an das Trdgermaterial
kovalent gebunden ist sowie ein ein Verfahren zur
Immunbestimmung.

Verfahren zur Immunbestimmung sind weitverbreitet.
Hdufig wird das ELISA-Verfahren angewendet, bei dem ein
Reaktionspartner einer Immunreaktion an eine feste
Phase adsorbiert vorliegt. Als feste Phase verwendet
man in der Praxis dabei bevorzugt Kunststoffrdhrchen
oder Mikrotiterplatten, die an der Innenoberfldche
adsorbiert den einen Partner der Reaktion tragen.
Ebenso iiblich ist es, Kugeln zu verwenden, die an ihrer
AuBenoberflédche adsorbiert den einen Partner der
Reaktion tragen. Die géngigsten drei Verfahren zur
Enzymimmunbestimmung sind nun das Sandwich-Verfahren,
das indirekte Verfahren und das Kompetitionsverfahren.
Bei dem Sandwich-Verfahren wird ein Antikdrper an den
Trédger adsorbiert, die Testldsung wird zugegeben, wobei
das in der Testldsung enthaltene spezifische Antigen an
den Antik®Orper gebunden wird. Dann wird ein enzymmar-
kierter spezifischer Antikdrper filir den Antigen-Anti-
krper-Komplex zugegeben, der dann an den Komplex
bindet. Zuletzt gibt man das flir das Enzym spezifische
Substrat zu. Dieses Substrat reagiert in spezifischer
Weise. Die Reaktion kann beispielsweise photometrisch
ausgewertet werden. Durch Messung der Lichtabsorption
oder der optischen Dichte kann dann die Menge an Anti-
gen berechnet werden, die der Absorption bzw. Dichte
direkt proportional ist. Beim indirekten Verfahren wird
ein Antigen an dem Trigermaterial adsorbiert. Man gibt
Testlésung dazu, wobei der in der TestlOsung enthaltene,

flir das adsorbierte Antigen spezifische Antik&rper mit
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dem Antigen reagiert. Bei Zugabe von enzymmarkiertem
Antiglobulin bindet das Antiglobulin an den Antigen/-
AntikOrper-Komplex. Nach Zugabe eines fiir das Enzym
spezifischen Substrates bildet sich wieder eine Farbe,
die durch photometrische Messung ausgewertet werden
kann und direkt proportional zur Menge des unbekannten
Antikdrpers in dem Testserum ist. Bei der dritten
Methode, dem Kompetitionsverfahren, wird einer der
beiden Partner der Immunreaktion an das Tridgermaterial
adsorbiert. Man gibt dazu eine L&sung, die sowohl den
unbekannten anderen Partner der Immunreaktion enth&lt,
als auch eine bekannte Menge an enzymmarkiertem anderem
Partner der Immunreaktion. Beide Partner binden nun in
Konkurrenz mit dem am Trdger adsorbierten Partner der
Immunreaktion. Bei einer zweiten Probe gibt man eine
Standardl6sung dazu, die nur markierten Partner enthdlt.
Beiden L&sungen gibt man dann das Enzymsubstrat zu und
bestimmt durch photometrische Messung die Farbbildung.
Die Differenz zwischen Standard und Probe 188t eine
Berechnung der Menge an unbekanntem Reaktionspartner

Z4a.

Hiufig werden auch Radioimmunbestimmungen durchgefihrt.
Der RIA wird verwendet als Test zum Nachweis und zur
quantitativen Bestimmung von Antigen oder AntikOSrper
durch radioaktive Markierung eines der beiden Reaktions-
partner. Er kann durchgefiihrt werden als Festphasen-
test, wobel einer der beiden Reaktionspartner an eine
feste Phase gebunden ist, wodurch die Abtrennung der
Antigen-Antik8rper-Komplexe vom freien Partner wesent-
lich erleichtert wird. Der Test wird auf dem Prinzip

der kompetitiven Hemmung durchgefiihrt. Dabei wird die
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wird die Bindung eines radioaktiv markierten Antigens
durch den spezifischen Antik®rper durch ein nicht
markiertes Antigen konzentrationsabhiingig gehemmt. Je
gr8B8er der Anteil des unmarkierten und zu messenden
Antigens, desto geringer ist die Radioaktivitdt der
Antigen-Antikdrper-Komplexe. Bei dem Festphasen-RIA ist
auch der direkte Bindungstest m&glich.

Bei allen diesen Verfahren kann das Triégermaterial und
der daran adsorbierte Partner der Immunreaktion nur
einmal flir den Test verwendet werden, danach wird
beides gew&hnlich weggeworfen, da der gebundene Reak-
tionspartner der Immunreaktion adsorptiv an das Tr&ger-
material gebunden ist iiber starke und schwache Wechsel~
wirkungen, sekunddre, nichtkovalente lipophile-, Dipol-
Dipol-~ oder Ionen-Dipol-Interaktionen. Alle diese
Bindungen halten den drastischen Bedingungen, die bei
einer Regeneration zur Dissoziation der Antigen—Antikér——
per-Bindung fiihren, nicht stand. Ein gewisser Teil des
am Trdgermaterial gebundenen Partners der Immunreaktion
16st sich bei dem RegenerierungsprozeB ab, so daf ein
mehrmaliger Gebrauch der bisher bekannten Tréger nicht
mdglich ist.

Aus An. Ref. Biochem. 35 (I) 1966, Seite 879, ist es
bereits bekannt, Proteine iliber bifunktionelle Reagen-
zien an Trédgermaterialien zu binden. Auch aus DE-0S
25 23 207 ist es bekannt, Biopolymere iiber Triger zu
binden. Es ist jedoch nicht angegeben, wie eine der-
artige kovalente Bindung ausgefiihrt werden soll. Aus
Angewandte Chemie, 84. Jahrgang, 1972, H. 8. Seiten

319-330 ist es bekannt, die kovalente Bindung iber
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funktionelle Gruppen, die an dem Tridgermaterial vorlie-
gen, durchzuflihren. Dazu muB8 also der verwendete Tréger
{iber reaktive Gruppen verfligen, die den Reaktanten {iber
den Briickenbildner kovalent binden kSnnen. Es war daher
wiinschenswert, eine M&glichkeit zu finden, so daB ein

Protein oder der Partner einer immunologischen Reaktion
kovalent an den Tr#dger gebunden werden kann, ohne daB

zuvor erst eine Derivatisierung durchgeflihrt werden
miiBte.

Es war deshalb sehr wilinschenswert, wiederverwendbares
Trdgermaterial fiir Immunbestimmungen zu finden, bei dem
ein Reaktionspartner so an das Tréigermaterial gebunden
ist, daB er bei der Regenerierungsreaktion nicht abge-
186st wird.

Es war nun Aufgabe der Erfindung, ein Trdgermaterial zu
schaffen, das einen Partner einer Immunreaktion gebunden
enthdlt und das mehrmals wiederverwendbar ist.

Diese Aufgabe wird geldst durch ein Trigermaterial zur
Verwendung flir die Immunbestimmungen, bei dem ein
Reaktionspartner der immunologischen Reaktion an das
Tré8germaterial kovalent gebunden ist, das dadurch
gekennzeichnet ist, daB der Reaktionspartner iiber
heterobifunktionelle photoaktivierbare Verbindungen,
deren eine Gruppe durch eine Arylacidgruppe gebildet
wird, kovalent gebunden ist. Dazu werden bevorzugt die
folgenden Verbindungen als Briickenbildner verwendet:

-~ N-5-Azido-2-nitrobenzoyloxysuccinimid (ANB-NOS)

p-Azidophenacyl Bromid

p-Azidophenylglyoxal

4-Fluor-3-nitrophenyl-Azide

Methyl-4-Azidobenzoimidate-HC1
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- N-Succinimidyl- (4-Azidophenyldithio)-propionat

- N-(4-Azidophenylthio)phthalimid

- N-Hydroxysuccinimidyl-4-azido-benzoat

- N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalicylsdure

- N-Succinimidyl-6(4'-azido-2'~nitrophenyl-amino)
Hexanoat

- Sulfosuccinimidyl-6-(4'-azido-2"'-nitrophenylamino)-
hexanoat

- Ethyl-4-azidophenyl-1l,4-dithiobutyrimidat-HC1l

- N-Succinimidyl-(4-Azidophenyldithio) ~propionat

- Sulfosuccinimidyl-(4-azidophenyldithio)-propionat

- 4,4'-Dithio-bis-phenylazide.

Besonders bevorzugt wird Lomant's Reagenz II: N-Succini-

midyl-6-(4'~azido-2'~-nitrophenyl-amino)-Hexanoat ver-

wendet.

Ein so gebundener Reaktionspartner l&st sich auch unter
drastischen Bedingungen nicht von dem Tr&germaterial,

so daB ein derartig behandeltes Tré&germaterial sehr oft
wiederverwendbar ist.

Als Trigermaterial werden iiblicherweise Kugeln, Mikro-
titerplatten oder RShrchen verwendet. Dieses Trdger-
material besteht aus einem Kunststoff, der die Eigen-
schaft besitzt, mdglichst wenig Reaktionspartner adsorp--
tiv zu binden. AuBerdem mu8 er geeignet sein zur Bindung
mit der als Briickenbildner verwendeten heterobifunktio-
nellen Verbindung. Als besonders geeignet hat sich
dabei ein oberfl&chenbehandeltes Polyethylen erwiesen,
wie es beispielsweise unter der Bezeichnung "Minisorp-
material" in Form von R8hrchen von der Firma NUNC,
Dd&nemark, vertrieben wird. Es ist auch mdglich, Kunst-
stoffmaterial zu verwenden, das durch Derivatisierung
zur Bindung mit der heterobifunktionellen Verbindung
geeignet ist.
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Das erfindungsgemdfie Trdgermaterial eignet sich flir
alle Arten von Immunbestimmungen, insbesondere fiir
ELISA und Festphasen-RI3).

An das Tr&germaterial gebunden werden k8nnen alle
Reaktionspartner einer immunologischen Reaktion. So
kann z. B. ein Antigen, ein Allergen oder ein Antik®r-
per kovalent an den Tréger fixiert werden.

Der Reaktionspartner wird iber heterobifunktionelle
photoaktivierbare Verbindungen, deren eine bifunktio-
nelle Gruppe durch eine Arylazidgruppe gebildet wird,
an das Trdgermaterial gebunden. Bevorzugt werden als
Briickenbildner die im Anspruch 2 aufgefilhrten Verbin-
dungen verwendet. Besonders bevorzugt ist die als
Lohmant's Reagenz II bekannte Verbindung N-Succini-
midyl-6-(4'-azido-2'-nitrophenylamino)-Hexan, die auf
der einen Seite eine Arylacidgruppe trdgt, die sich in
einer Photolysereaktion, ausgel®st durch sichtbares
Licht, unter Bildung eines Nitrens umsetzen 1&Bt. Das
bei der Photolyse gebildete Nitren ist &duBerst reaktiv.
Es geht unselektiv bezliglich seines Reaktionspartners
eine kovalente Bindung mit seinem n&chsten Nachbarn
ein. Dieses, durch Lichteinwirkung generierte Nitren,
kann auch mit relativ inertem Material reagieren und
ist bei der Reaktion nicht auf Reaktivgruppen eines
bestimmten, aus besonderen Griilnden anzuwendenden Mate-
rials angewiesen. Es reagiert sogar mit dem chemisch
relativ inerten Polyethylen. Die andere funktionelle
Gruppe des bevorzugten Brilickenbildners ist ein N-Hydroxy-
Succinimidester, der bei alkalischem pH sehr schonend
mit nicht protonierten freien Aminogruppen eines Reak-
tanten, wie z. B. einem Protein, reagiert. Auf diese
Weise ist es méglich, z. B. Antigene, Allergene und
AntikSrper zu binden.
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Eine weitere Ausfilhrungsform der Erfindung besteht
darin, Uber den Brlickenbildner zun#dchst Protein A
(Agglutinogen aus Staphylococcus aureus mit vier homo-
logen Bindungsstellen flir die Fc~Region von Immunoglo-
bulin G: sj®dahl, J. (1977) Eur. J. Biochem. 73 343-51)
kovalent an das Trégermaterial zu binden. Zugefiigte
AntikSrper kdnnen dann mit ihrem konstanten Teil an das
kovalent mit Protein beschichtete Trdgermaterial binden
und die variablen Teile der Antikdrper sind dann fir
die Bindung des anderen Partners der immunologischen
Reaktion verfiigbar. Eine so gerichtete Beladung des
Trdgers erhdht die biologische Effizienz der Beschich-
tung auBerordentlich und macht das System, bezogen auf
die verwendbare Tr&gerfldche, empfindlicher. Es besteht
dann auch die MOglichkeit, den kovalent mit dem Protein
A beschichteten Tréger filir eine weitere chemische
Reaktion zu verwenden. Bei dieser chemischen Reaktion
kann man unter Verwendung eines Proteinbrlickenbildners
den zuvor gerichtet adsorptiv an das Protein gebundenen
Antikdrper kovalent mit diesem vernetzen, so daB8 nach
der Vernetzungsreaktion der Antik&rper gerichtet und
kovalent gebunden am Triger vorliegt.

Der iiber den Briickenbildner gebundene Reaktionspartner
hat einen gewissen Abstand von dem Trigermaterial und
auch eine gewisse Mobilitdt. Dies wirkt sich sehr
glinstig auf die Zugdnglichkeit des kovalent gebundenen
Reaktionspartners aus, was auch wiederum zu einer Ver-

besserung der Immunreaktion flhrt.

Das erfindungsgemdBe Trdgermaterial, das den einen
Partner einer Immunreaktion kovalent gebunden iiber

einen Brilickenbildner tr&gt, kann h8ufig wiederverwendet
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werden, da sich der Reaktionspartner auch unter den
drastischen Bedingungen, die flir die Regenerierung
erforderlich sind, nicht von dem Tr#germaterial abl¥st,
da er ja kovalent und nicht adsorptiv gebunden vorliegt.

Das erfindungsgeméBe Verfahren flir die Immunbestimmung,
bei dem einer der an der Immunreaktion beteiligten
Partner kovalent an ein Trdgermaterial gebunden wird,
ist dadurch gekennzeichnet, daB die Bindung iber eine
heterobifunktionelle, photoaktivierbare Verbindung,
deren eine Gruppe durch eine Arylacidgruppe gebildet
wird, vorzugsweise {iber N-Succinimidyl-6(4'-azido-2'-
nitrophenyl-amino)-Hexan, als Brilickenbildner erfolgt,
die Immunbestimmung durchgefiihrt wird und das Trdger-
material mit dem daran gebundenen Partner nach der

Immunreaktion wiedergewonnen wird.

Dieses Verfahren kann mit dem erfindungsgem@fen Triger-
material beliebig oft wiederholt werden, da sich der
kovalent gebundene Partner auch unter den drastischen
Reaktionsbedingungen der Regenerierung nicht abldst und
gebunden bleibt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgem&Ben
Verfahrens wird an den Trdger Protein A kovalent gebunden,
das dann einen AntikOrper trégt. Auf diese Weise werden
die konstanten Teile des Antikdrpers gebunden und die
variablen Teile des AntikOrpers stehen fiir die immunolo-
gische Reaktion zur Verfligung. Nach Durchfiihrung der
immunologischen Reaktion kann dann der Triger mit dem
kovalent gebundenen Protein A und dem daran adsorptiv
oder kovalent gebundenen Antikdrper wiedergewonnen

werden durch Regenerierung.
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Das erfindungsgemiiBe Trdgermaterial und das Verfahren
zur Immunbestimmung haben mehrere Vorteile. Ein und
dasselbe Trdgermaterial 1488t sich sehr oft nach jeweils
geeigneten Regenerierungsschritten flr Immunbestimmungen
verwenden. Besonders vorteilhaft ist das erfindungsgemdBe
wiederverwendbare Tridgermaterial flir Immunbestimmungen,
in denen als zu bindender Reaktionspartner ein Partner
verwendet wird, der nur in begrenzter Menge vorhanden
ist, da er sich schwierig herstellen 148t oder schwierig
zu isolieren oder synthetisieren ist. In diesen Fdllen
188t sich die zur Verfligung stehende Menge an Reaktions-
partner an derivatisiertes Tridgermaterial koppeln und

es ist auf diese Weise mdglich, wesentlich mehr Immuno-
bestimmungen mit einer begrenzt vorliegenden Menge an
Reaktionspartner auszufiihren. Weiterhin werden die

Kosten flir die einzelne Bestimmung erheblich gesenkt.

Beispiel

Es wurde Protein A mit der als Briickenbildner verwende-
ten Verbindung N-Succinimidyl-6-(4'-azido-2'-nitrophenyl-
amino) -Hexan an ein Trégermaterial gebunden. Nach ent-
sprechenden Waschschritten wurde das trigergebundene
Protein A ohne Lichteinwirkung mit dem Lohmant's Reagenz
bei alkalischem pH-Wert reagieren gelassen. Dieser
zweite Brilickenbildner reagierte unter diesen Bedingungen
mit dem N-Hydroxy-Succinimidester als funktionelle
Gruppe kovalent mit dem Tr&ger gebundenen Protein A.
Nach weiteren Waschschritten wurde das derivatisierte
tridgergebundene Protein A mit AntikO6rpern inkubiert,

welche hierbei mit ihrem konstanten Teil an das Protein
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A gebunden wurden. Nach erneuten weiteren Waschschrit-
ten konnte man durch eine photochemische Reaktion Anti-
kdrper, gerichtet an das Protein A, kovalent hinden,
wobei dexr variable Teil des Antikérperé jeweils derxr
Trdgeroberfléiche abgewandt und dem zu bindenden Antigen
zugewandt war. Der so derivatisierte Tréger hatte eine
h8here Beladungsdichte und eine daraus resultierende
h8here enzymatische Aktivit&dt pro Fldche. Er konnte fir
100 Bestimmungen verwendet werden.
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Patentanspriliche

Trdgermaterial zur Verwendung flir die Immunbestim-
mung, bei dem ein Reaktionspartner der immunologi-
schen Reaktion an das Trligermaterial kovalent
gebunden ist, dadurch
gekennzeichnet, daB8 der Reak-
tionspartner liber heterobifunktionelle photoakti-
vierbare Verbindungen, deren eine Gruppe durch
eine Arylacidgruppe gebildet wird, kovalent
gebunden ist. -

Trdgermaterial nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

daB als heterobifunktionelle photoaktivierbare

Verbindung

- N-5- Azido-2-nitrobenzoyloxysuccinimid (ANB-NOS)

~ p-Azidophenacyl Bromid

- p-Azidophenylglyoxal

~ 4-Fluoro-3-nitrophenyl Azide
Methyl-4-Azidobenzoimidat-HC1 ‘

- N-Succinimidyl-(4-Azidophenyldithio)-propionat

- N-(4-Azidophenylthio)phthalimide

- N-Hydroxysuccinimidyl-4-azido-benzoat

- N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalicylsdure

~ Sulfosuccinimidyl-6-(4'-azido-2'-nitrophenylamino)
hexanoat

- Ethyl-4-azidophenyl-1,4-dithiobutyrimidat-HC1l

~ N-Succinimidyl-(4-Azidophenyldithio) -propionat

- Sulfosuccinimidyl-(4-azidophenyldithio)-propionat
und/oder

- 4,4"'-Dithio-bis-phenylazide verwendet werden.
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Trdgermaterial nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB die hetero-

bifunktionelle photoaktivierbare Verbindung N-Succi-
nimidyl-6-(4'-azido-2'-nitrophenyl-amino)~-Hexanoat
ist.

Trdgermaterial nach Anspruch 1, dadurch
gekennzedlchnet , daB an den Briickenbild-
ner ein Protein gebunden ist, das einen Reaktions-

partner der immunologischen Reaktion trégt.

Verfahren zur Immunbestimmung, bei dem einer der
an der Immunreaktion beteiligten Partner kovalent
an ein Tfﬁgermaterial gebunden wird,

dadurch gekennzeichnet,
daB die Bindung iliber eine heterobifunktionelle,
photoaktivierbare Verbindung, deren eine Gruppe
durch eine Arylacidgruppe gebildet wird, vorzugs-
weise liber N-Succinimidyl-6(4'-azido-2'-nitrophenyl-
amino) -Hexan, als Brlickenbildner erfolgt, die
Immunbestimmung durchgefiihrt wird und das Triger-
material mit dem daran gebundenen Partner nach der

Immunreaktion wiedergewonnen wird.

Verfahren zur Immunbestimmung, dadurch
gekennzeichnet, da8 man photo-
aktivierbare Briickenbildner kovalent an Protein A
(Agglutinogen aus Staphylococcus aureus) bindet
(gerichtete Bindung von AntikOrpern an einen
Trdger) und dann einen Reaktionspartner einer
Immunreaktion mit dem konstanten Teil an das
Protein bindet, die Immunbestimmung durchfiihrt und
das Trédgermaterial mit dem daran gebundenen

Protein wiedergewinnt.
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Verfahren nach Anspruch 6, dadurch
gekennzeichnet, daB man den an
das Protein A (Agglutinogen aus Staphylococcus
aureus) gebundenen Reaktionspartner kovalent mit

diesem vernetzt unter Verwendung heterobifunktio-
neller Brickenbildner.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch
gekennzeichnet, daB der Briicken-
bildner N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalicylsdure
oder N-Succinimidyl-6-(4-azido-2-nitrophenyl-
amino) -hexan ist.
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